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Resumen Tratamientos prolongados con analogos de GnRH son utilizados en la clinica

con el objeto de suprimir la secrecion endogena de gonadotrofinas, sin em-
bargo estos analogos ejercen un efecto directo sobre el ovario. El objetivo de este tra-
bajo fue estudiar la accion del analogo de GnRH acetato de leuprolide (LA) sobre
esteroidogénesis y apoptosis ovarica. Se inyecto LA (1 pg/rata/dia) a ratas prepuberes
superovuladas con PMSG/hCG. Se aislaron los cuerpo lliteos por microdiseccion y se
incubaron durante 3 hs con LH (10 ng/ml) o dibutiril AMPc (dAMPc 1 mM). Se midié la
progesterona producida observandose una disminucién en el grupo LA tanto de la pro-
duccion basal como en respuesta a LH (Basales = Control C: 96,6 = 9,6; LA: 22,9 = 2,8;
LH= C: 145,7 = 4,9; LA: 23,6 = 2.0 ng/ml, p<0,001). En cambio el dAMPc estimulo
significativamente en ambos casos (C: 153,9 = 11,8; LA: 83,15 = 8,2). El AMPc produci-
do fue menor en cuerpos luteos del grupo LA y no fue estimulado por LH (Basales= C:
7,29 + 1,6; LA: 1,17 £ 0,6; LH = C: 13,2 + 0,4; LA: 2,5 = 0,4 ng/ml, p<0,01). El contenido
proteico por cuerpo luteo fue semejante en los dos grupos.Por otro lado, teniendo en
cuenta que en cortes histologicos de ovarios de ratas tratadas con LA encontramos ma-
yor cantidad de foliculos atrésicos y menor de cuerpos latecs, hemos determinado la can-
tidad de células apoptéticas. Se tomd como criterio la presencia de cuerpos apoptoéticos
y nucleo en medialuna, detectandose un numero mayor en el grupo LA. Este resultado
fue confirmado por inmunohistoquimica (TUNEL). Se concluye que LA produce en el ovario
una falla en el sistema receptor de LH- adenilato ciclasa y un aumento de la apoptosis

celular.

Palabras clave: GnRH, ovario, estercidogénesis, apoptosis

Los agonistas sintéticos de la hormona
liberadora de gonadotrofinas (GnRH-a) se utilizan
frecuentemente en el tratamiento de la infertilidad
humana. Estas moléculas reducen la secrecion
enddgena de gonadotrofinas a través de un me-
canismo de desensibilizacién hipofisaria. Se ad-
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ministran, asociados a gonadotrofinas, en los ci-
clos de hiperestimulacién ovarica a pacientes so-
metidas a fertilizacion asistida con el objetivo de
inhibir el pico endégeno de LH y mejorar el re-
clutamiento folicular’-2. Sin embargo, cuando se
administran analogos es necesario aumentar las
dosis de gonadotrofinas (hMG) utilizadas para la
hiperestimulacion ovarica®. Esta menor sensibili-
dad a hMG es probablemente debido a un efec-
to directo de estos péptidos sobre el ovario.

Se ha demostrado que el Gn-RH y sus
agonistas actuan en tejidos extrahipofisarios
como placenta, mama y ovario’. En el ovario se
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han identificado RNA mensajeros y receptores
para GnRH®. La accion antigonadotrofica de los
analogos de Gn-RH ha sido descripta en cultivos
de células de granulosa y luteales de rata® '°. Tra-
bajos recientes realizados en foliculos ovaricos de
ratas tratadas con analogos de GnRH muestran
que habria un aumento de la muerte por apop-
tosis o muerte celular programada en células
foliculares''. En nuestro laboratorio hemos de-
mostrado la accion inhibitoria de un analogo de
GnRH (acetato de leuprolide) sobre los recepto-
res de LH y la actividad de aromatasa en células
de granulosa humana'?.

El objetivo de este trabajo fue estudiar el efec-
to de un analogo de GnRH, acetato de leuprolide,
sobre la esteroidogénesis luteal y su relacion con
procesos apoptoticos.

Como modelo experimental se utilizaron ratas
hembra (Sprague-Dawley) prepuberes (25 dias)
superovuladas con PMSG (25 Ul/rata) y a las 48
hs con hCG (25 Ul/rata). Simultaneamente con
la inyeccién de PMSG se inicid un tratamiento con
acetato de leuprolide (1 pg/rata/dia): grupo LA o
vehiculo: grupo C. Los animales se sacrificaron
por decapitacion luego de 7 dias de tratamiento
con LA y se realizaron los experimentos. Como
excepcion el analisis de células apoptoticas en
foliculos atrésicos se analiz6 luego de 24 o 48 hs
de tratamiento. Se utilizaron 6 animales por gru-
po y los ensayos fueron repetidos al menos 2
veces. El tratamiento estadistico de los datos se
realiz6 por analisis de varianza (ANOVA) y el test
de multiple rango de Scheffe, usando para ello
el programa estadistico STATGRAPHICS (Sta-
tistical Graphics Corporation, STSC, Inc).

La progesterona sérica se midié por RIA lue-
go de extraccion con éter. Observandose una dis-
minucion significativa en el grupo LA (C: 79,81 =
13,41 ng/ml; LA: 16,43 + 1,81 ng/ml, p<0,005).

Se aislaron cuerpos liteos por microdiseccion
y se incubaron (4 cuerpos luteos/0.5 ml) por tri-
plicado 3 hs a 37° en Dulbecco's Modified Minimal
Essential Medium-Ham F-12 (1:1) (con el agre-
gado de Hepes 10 mM y BSA 0.1%), pH 7,4
(DMEM:F12). Las incubaciones se realizaron con
el agregado o no de LH (hLH 10 ng/ml) o dibutitil
AMPc (dAMPc 1 mM). La progesterona y AMPc
producido se midieron en los medios de incu-
bacién por RIA. Se observé una disminucion de
la produccion de progesterona en el grupo LA
tanto basal como en repuesta a LH (Fig. 1). En
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cambio el dAMPc estimuld la produccién de
progesterona en ambos grupos (Fig. 1). El nivel
de AMPc producido por cuerpos lliteos fue me-
nor en el grupo LA y no fue estimulado por LH
(Fig 2). Con el objeto de determinar si los cam-
bios observados se debian a una disminucion
general del contenido proteico en cuerpos liteos
de ratas tratadas con LA se determiné su con-
centracion luego de digestion con HONa 0,5 N.
No hubo diferencias significativas entre ambos
grupos (C: 62,51 = 6,10 ng/ml; LA: 43,08 = 5,02
ng/ml).

Por otro lado, considerando que en cortes
histologicos de ovarios de ratas tratadas con LA
encontramos mayor cantidad de foliculos atré-
sicos y menor de cuerpos luteos™, hemos deter-
minado la cantidad de células apoptoticas en ova-
rios de ambos grupos. La observacion morfolo-
gica de apoptosis en foliculos ovaricos atrésicos
y cuerpos luteos se realizé en cortes de ovarios
tenidos con hematoxilina eosina. Las células
ovaricas (granulosa o luteales) se consideraron
apoptéticas cuando presentaron reduccion del
volumen nuclear y colapso de la cromatina en
medias lunas adheridas a la membrana nuclear,
0 nucleos picnéticos (colapso total del nucleo en
una sola esfera densa), o fragmentacion de las
células en cuerpos apoptéticos (restos celulares
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Fig 1.- Produccion de progesterona por cuerpos |uteos
aislados de ratas superovuladas controles C o trata-
das con LA (1 mg/rata durante 7 dfas). Los cuerpos
lateos (4/0,5 ml) fueron cultivados durante 3 hs con LH
(hLH 100 ng/ml) o dibutiril AMPc (dAMPc 1 mM). Los
medios fueron congelados a -20°C hasta la determi-
nacion de progesterona por RIA. Los valores represen-
tan el promedio+SEM de cuerpos luteos obtenidos de
6 ratas. (avscy vsb P <0,001,cvsb P <0,01).
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Fig 2: Produccién de AMPc por cuerpos |uteos aislados
de ratas superovuladas controles o tratadas con LA .
Las condiciones fueron las mismas que las descriptas
enlaFigl.(avsb P <0,01,avscP <0,001).

rodeados de membrana plasmatica) (Fig. 3). Se
analizaron 70 cuerpos luteos de 12 cortes
histolégicos correspondientes a ovarios de distin-
tos animales. Se detecté un nimero mayor de
células apoptédticas en el grupo LA (N° de celu-
las apoptoticas/cuerpo luteo= C: 2,54 + 0,2; LA:
17,53 + 1,2, P<0.001). Por otro lado se conté el
numero de células apoptoticas en foliculos
atrésicos luego de 24 y 48 hs de tratamiento con
LA y hubo un aumento significativo en ambos
casos. Adicionalmente estos resultados se con-
firmaron por inmunohistoquimica utilizando el kit
comercial ApopTag Plus para apoptosis in situ
(TUNEL) (datos no mostrados).

Estos resultados demuestran que el tratamien-
to con LA a ratas prepuberes superovuladas pro-
duce una disminucién de la actividad esteroido-
génica luteal. En trabajos previos'? observamos
que la adicion de LA a cultivos de células luteales
de rata produce una disminucion de la cantidad
de receptores a LH y de la produccién in vitro de
progesterona. Estudios in vivo' demuestran una
regulacién negativa de los receptores de LH lue-
go de la administracion de un analogo de GnRH.
La falta de respuesta a LH en cuerpos liteos de
animales tratados con LA probablemente refleja
esta falla a nivel del sistema de reconocimiento
a LH y/o una alteracion en el sistema de acople
a la adenilato ciclasa, ya la LH no es capaz de
estimular la produccién de AMPc. Sin embargo
los eventos posteriores involucrados en la
esteroidogénesis luteal se mantienen ya que los

Fig.3: Microfotografias de cortes histologicos tenidos con
hematoxilina eosina de ovarios de ratas superovuladas
y tratadas 24 hs con LA.

PANEL A: Foliculo atrésico. Aumento final: 400 x. Notense
los nucleos picnoticos de células ubicadas dentro de
la cavidad antral (flechas blancas).

PANEL B Detalle a mayor aumento: 1000x. ( Flechas
blancas: Cuerpos apoptdticos; CG: células de la
granulosa; O: ovocito; T:células de la teca).

cuerpos lateos son capaces de responder a la
estimulacion con dAMPc.

Trabajos previos' demuestran un aumento de
muerte celular por apoptosis en foliculos ovaricos
de ratas tratadas con un analogo de GnRH. En
base a esto y a nuestros resultados acerca de la
disminuciéon de cuerpos |uteos y aumento de
foliculos atrésicos en ovarios de ratas tratadas
con LA™ estudiamos la presencia de células
apoptoticas en foliculos atrésicos a tiempos
tempranos luego de la administracién de LA (24
y 48 hs) observandose un aumento de este fe-
némeno. Adicionalmente observamos este au-
mento en cuerpos luteos luego de 7 dias de tra-
tamiento. Estos resultados podrian indicar una
alteracion en el proceso de desarrollo folicular y
luteinizacion. Se sugiere que el tratamiento con
LA a ratas prepuberes superovuladas produce en
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el ovario una falla en el sistema receptor de LH-
adenilato ciclasa y un aumento de la apoptosis
celular.
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Summary

Regulation of follicular luteinization by an
agonist of gonadotropin-releasing hormone
(GnRH)

Long treatments with GnRH agonist are used
in patients to suppress the endogenous secre-
tion of gonadotropins, however; these analogs
have a direct effect on the ovary. The aim of this
work was to study the in vivo effect of the GnRH
analogue, leuprolide acetate (LA) on ovarian
steroidogenesis and apoptosis mechanisms. LA
(1 pg/rat/day) was injected to PMSG/hCG supe-
rovulated rats. Corpora lutea were isolated by
microdissection and incubated (4/0.5 ml) during
3 h with LH (10 ng/ml)or dibutyryl cAMP (dcAMP
1 mM). Progesterone production was measured
observing in LA treated rats a decrease in basal
and LH stimulated values (Basal = Control C: 96.6
+ 9.6; LA: 22.9 = 2.8; LH= C: 145.7 = 4.9; LA:
23.6 = 2.0 ng/ml, p<0,001). In contrast, dcAMP
stimulated significantly both groups (C: 153.9 =
11.8; LA: 83.15 = 8.2). cAMP production was
lower in LA corpora lutea and LH was not able to
stimulate them (Basal= C: 7.29 + 1.6; LA: 1.17 =
0.6; LH= C: 13.2 = 0.4; LA: 2.5 + 0.4 ng/ml, p <
0.01). Corpus luteum of both groups showed simi-
lar protein content. On the other hand, taking into
account that in ovarian histological slides of LA
treated rats we observed more atresic follicles and
less corpora lutea, we determined the amount of
apoptotic cells. The criterion used was the pres-
ence of apoptotic bodies and nuclear chromatin
aggregated in dense masses beneath the nuclear
envelope. An increase of apoptotic cells in the LA
group ovaries was detected. This result was con-
firmed by immunohistochemical technics (TUNEL).
It was concluded that LA treatment produces in
ovarian cells a failure in the LH receptor-adenilate
cyclase system and an increase in cellular

apoptosis.
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